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Os fortes impactos positivos a macroeconomia imcamt o desenvolvimento do Setor
de petréleo e gas natural em muitos paises. NaostarAngolana nao é diferente e é
com base em tal incentivo que Angola tornou-se asrdaiores produtores de petroleo
bruto em 2009 dentre os paises de Africa. Embogtidslades do setor de petroleo e
gas sejam macroeconomicamente positivas, sdo oy @mdo grandes geradoras de
poluicdo e contribuintes da degradacdo ambiemalswumindo grandes quantidades de
agua e de energia, produzindo grandes gquantidagledespejos liquidos, liberando
diversos gases nocivos a atmosfera e produzindduces sélidos de dificil tratamento
ou disposicao final. Assim, € crescente a preod@gpapm 0s impactos ambientais
decorrentes de atividades que geram volumes coésals de residuos soélidos, dentre
0S quais se destacam o0s solos contaminados pocaitionetos. As técnicas utilizadas
para a recuperacao de tais solos baseiam-se emsposcfisicos, quimicos, térmicos e
biolégicos. Entre as opc¢bes biotecnoldgicas, o geee de Biorremediacdo em
biorreator de lama destaca-se por ser extremamaiiteem degradar compostos
altamente recalcitrantes embora, exija gastos @awi@ com o transporte do material
contaminado, com a construcdo de equipamentosupagigparticular descontaminacao
e com mao-de-obra adicional e energia. Este trabi@he como objetivo estudar a
alternativa de Biorremediacdo em escala de barmdadalo contaminado com 6leo cru
proveniente de Angola. Para tal foram empregadasduolgias de bioestimulag&o
através de umidificacdo, fertilizacdo e aeracalyigdio do solo contaminado e de
bioaumento pela insercdo de micro-organismos a@s@iiovenientes da agua do mar.
Para avaliar o desempenho do bioprocesso foramtonados parametros relevantes,
tais como: pH, umidade, nitrogénio, fésforo, eletnermquimicos (Sb, As, Ba, Be, Cd,
Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Hg, Ni, Ag, Se, V e Zn), hicadmonetos totais de petréleo (HTP),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos(HPA), baattaerdbias heterotroficas(BAE),
fungos hidrocarbonoclasticos e bactérias anaerdlmaterotroficas (BAN). Os
resultados obtidos em 90 dias de tratamento foramipsores considerando o tempo e
a concentracdo inicial dos contaminantes. O eropreyp tratamento por
biorremediagdo, usando a técnica de diluicdo, fiicieate para remocao de
hidrocarbonetos no solo. O solo contaminado, nandoem que foi coletado, tambéem
aqui denominaddn naturg teve remocao de 62% dos hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) e adicionalmente houve remocdo gepxamadamente, 16% na
concentracdo de todos os 16 HPA. Os teores de HAPAepresentes no solo apds o
tratamento estiveram abaixo dos limites de integ&ienpreconizados pela legislacédo
Brasileira, uma das mais restritivas do mundo.
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The strong positive impacts on the macroeconomyuwiage the development of oil
and natural gas in many countries. In the Angonemy is not different and is based
on this incentive that Angola has become one ofldhgest producers of crude oil in
2009 among the countries of Africa. Although théwiites of oil and gas are positive
macro-economically, on the other hand are largeegdars of pollution and
environmental degradation taxpayers, consumingelamounts of water and energy,
producing large quantities of liquid effluents,e&ing various gases to the atmosphere
and difficult to produce solid waste treatment aspdsal. Thus, there is growing
concern about the environmental impacts of acéigithat generate significant volumes
of solid waste, among which stand out soils comated with hydrocarbons. The
techniques used for the recovery of such soildbased on physical, chemical, thermal
and biological. Among the options Biotechnologyp@imediation in the process of
sludge bioreactor stands out to be extremely usefutlegrade highly recalcitrant
compounds though, requires additional expensaansport the contaminated material,
with the construction of a particular equipmentdecontamination and hand-additional
labor and energy. This work aimed to study theradteve of bioremediation in bench-
scale of soil contaminated with crude oil from Ategd-or this purpose methods were
employed biostimulation through rehydration, fe&ztéition and aeration, dilution of the
contaminated soil and bioaugmentation by inseréiagpbic micro-organisms from the
sea water. To evaluate the performance of the asteparameters were monitored
bioprocess, such as: pH, moisture, nitrogen, phasgsh chemical elements (Sb, As, Ba,
Be, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Hg, Ni, Ag, Se, V ang,4otal petroleum hydrocarbons
(THP ), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs),radeéc heterotrophic bacteria
(BAE), filamentous fungi and anaerobic heterotropbacteria (BAN). The results
obtained in 90 days of treatment were promisingsiering the time and initial
concentration of contaminants. The treatment usad bioremediation using the
technique bioaugmentation, was effective for rerhavdnydrocarbons in the soil. The
contaminated soil, so that was collected, alsormedfieto here as fresh, had removed
62% of total hydrocarbon oil (HTP) and additionalthere was removal of
approximately 16% in the concentration of all 16A3HThe levels of HTP in the soil
after treatment were below the limits of interventirecommended by Brazilian
legislation, one of the most restrictive in the ldor
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes Gerais

Quando se analisa o processo historico de evoldgdmmanidade constata-se
que o ser humano foi, e é até hoje, um dos prireciggentes de alteracdo dos ciclos
naturais. As conquistas da humanidade ao longosédoslos, como, por exemplo, a
agricultura, domesticacado de animais e sua utdzaps processos produtivos e mais
recentemente, com a evolucdo cientifica e tecnodo@ partir do século XIX,
principalmente a partir da revolugéo industrialiaduziram perturbacdes significativas
no equilibrio natural do planeta, alterando ectmsias vitais a propria existéncia
humana (DIAMOND, 2006).

Hoje a civilizacéo tal qual como conhecemos, viveuen contexto de expansao
demografica, econdmica e social, e em constanseiarento, no qual o petrdleo € uma
das principais fontes de energia utilizadas no rounévido a sua adaptabilidade, e
diversos usos: aguecimento, transporte, energiicalé insumos para a industria
petroquimica, entre outros. Sendo assim, atualméntextensa e fundamental a
importancia do petréleo na sociedade, pois alémsedeuma das principais fontes de
energia utilizadas, seus derivados sdo matériasaprpara a manufatura de inidmeros
bens de consumo (IWAMOTO & NASU, 2001; MARIANO, Z)OPANDEFFet al,
2008).

Os fortes impactos positivos a macroeconomia imncamto desenvolvimento do
Setor de petréleo e gas natural em muitos paisaseddnomia Angolana nao e
diferente: de acordo com a Agéncia InternacionaEdergia - EIA, durante a ultima
década, Angola tornou-se um dos maiores produtizgeetroleo bruto dentre os paises
de Africa, superando a Nigéria em 2009 por teridoflataques na infra-estrutura

petrolifera no Delta do Niger (EIA, 2011). Uma paéatdo mais recente do Ministério
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das Financas da Republica de Angola (MINFIN) deB2@porta que o setor petrolifero,
em 2007 foi responsavel por 95,4% das exportaco@t%e das receitas do Estado,

representando 55,8% do Produto Interno Bruto (BtBpais (Figura 1).
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Figura 1. Composigao Setorial do PIB em Angola no ano d& 200
Fonte: Ministério das Financas da Republica de Angol@820
Dados estatisticos publicados pelo Fundo Monetidternacional - FMI em
2010 reportam que os combustiveis continuam semt® das principais fontes de
exportacdo do pais, representando mais de 95%¢e€litaree exportacdo e mais de 75%
da receita do governo. Uma publicacdo mais recgat&lA, do inglés, International
Energy Annual, apresentada na Figura 2, acresgemltapenas 5% de toda a producao
petrolifera € consumida pelo pais. Apesar destgsdserem animadores por indicarem
um crescimento significativo na producdo de petrdlese contrapbe ao baixo
crescimento do consumo de petroleo do pais, perdazem total de 5%, que indica o
baixo desenvolvimento social e econémico, tipicopdeses em desenvolvimento dos

continentes Africano e Sul Americano.
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Figura 2. Petroleo de Angola, Producéo e Consumo, 2000-2010
Fonte: EIA, 2011

Entretanto, o aumento da demanda de petroleo e di@dos geraram ao
longo de décadas néo apenas beneficios a quatiéadda da populagdo mundial, mas,
também prejuizos ao meio ambiente, por isso sersmindlstrias de Petroleo
reconhecidas como grandes causadoras de impadbisnaans.

Do ponto de vista ambiental, as atividades do S#gdPetréleo e Gas (P & G)
sdo grandes geradoras de poluicdo, contribuintelegedacdo ambiental. Ademais as
atividades de P & G consomem grandes quantidadéguke e de energia, produzem
grandes quantidades de despejos liquidos, libenaansds gases nocivos na atmosfera,
e produzem residuos solidos de dificil tratamentalisposi¢éo final. Em decorréncia,
este setor pode ser considerado, em muitos casog, em empreendimento de grande
impacto ao meio ambiente, pois tem potencial enogaas niveis: ar, agua, solo e,

conseguentemente, nos seres vivos que habitamamdente as areas proximas aos
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empreendimentos, mas também em escala global (MCEARL al, 2006; SANTOS
et al, 2007; PANDEFFet al, 2008).

Desde 2009, varios vazamentos de petréleo témrsjlirtados nas provincias

de Cabinda e do Zaire (zonas com maior exploragfolffera em Angola), provocados
por rupturas nos dutos de transporte de Oleo, guiiess ainda néo esclarecidas. Tais
vazamentos tém causado varios prejuizos econdraiemsbientais. Figueiredo (2009)
reporta, por exemplo, que na localidade de Kifumanicipio do Soyo, provincia do
Zaire, apo6s ter havido uma ruptura em um duto aesporte de 6leo, o rio Nzombo
ficou totalmente poluido, impossibilitando o consurde agua do local pelas
populacdes da regido e de areas vizinhas alémradetado igualmente uma grande
extensdo de terra aravel.
Em Novembro de 2011, manchas de 6leo de origenaaidd determinada poluiram
uma vasta extensdo da costa maritima do municipicGayo, pondo em risco a
biodiversidade da regido e, consequentemente, dicajudo a sobrevivéncia da
populacao, que vive essencialmente da atividadgupéa (FIGUEIREDO, 2011).

A contaminacédo de solos por compostos organicmsp@etroleo, pode exigir a
utilizacdo de uma combinacgéo de tecnologias fisgpaisnicas e biologicas para reduzir
a contaminacao a um nivel seguro e aceitavel. BBrd®primeiras sejam mais efetivas
gue os métodos bioldgicos, apresentam uma sédesi@ntagens dentre as quais o fato
de serem caras, requerer alta demanda de enesdia agressivas ao meio ambiente
alem de exigirem um alto consumo de reagentes qasmEsta é a razdo pela qual o
uso de alternativas biotecnolégicas capazes dexd@gcompostos tdxicos, conhecida
como Biorremediagdo, tem se tornado uma ferrametrigtiva e acessivel para a
limpeza de ambientes poluidos (IWAMOTO, NASU, 200OLINA-BARAHONA et

al., 2004; KHANet al, 2004, D’ANNIBALE et al, 2006; HAMDI et al, 2007).
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Nas reportagens examinadas, ndo sao descritagcnedgias tém sido usadas
para a descontaminagdo dos locais poluidos, assit@s consideracdes ambientais e
econdmicas justificam a elaboracdo deste trabadhpedquisa, como uma contribuicdo
e construcdo alternativa para reducdo de passiwiseatais, buscando evidenciar
como o processo de Biorremediacdo pode ser utdizzara recuperacdo de solos

contaminados por hidrocarbonetos de petréleo enolang

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo Geral

Estudar alternativas para a biorremediacdo, emleesta bancada, de solo

contaminado com 6leo cru provenientes de Angola

1.2.2. Objetivos especificos
Caracterizar alguns aspectos fisico-quimicos, ufb #mgolano que sofreu
contaminacgéo com 6leo cru.
Avaliar o efeito da Biorremediacdo na remocao dedaiarbonetos alifaticos em
solo Angolano, impactado com 6leo cru.
Estudar o potencial da técnica de diluicdo do solataminado e bioestimulo
visando uma possivel aceleracdo do processo dec@enue hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos em solo Angolano, impactedm oOleo cru.
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Capitulo 2. Revisao Bibliografica

2.1. Petréleo: Origem e Composicéo
Ao longo da historia da Terra, grande quantidadeommnismos animais e

vegetais foi, lentamente, se depositando no fumddafos e mares. Pela acao do calor
e da pressao, provocada pelo seguido empilhamesocamadas geoldgicas, estes
depdsitos organicos foram transformados, face a@es termoquimicas, em petrdleo
(6leo cru e gas). A utilizagdo mais intensa do@betr comecou por volta de 1847,
quando um comerciante de Pittsbourg (Pensilvani#)Ecomecou a engarrafa-lo e
vendé-lo como lubrificante. Era proveniente de wazaos naturais para ser utilizado
(CORREA, 2002pudRIZZ0 et. al, 2006). Cinco anos mais tarde (1852), um quimico
canadense descobriu que a destilagcdo do petrotetuzza um liquido que podia ser
utilizado em lampadas, o querosene. No entantoest@mem agosto de 1859 foi
perfurado o primeiro poco de petréleo em Titusyitensilvania (EUA). A partir dai o
petréleo passou a ser utilizado em larga escalastitwindo os combustiveis
disponiveis, principalmente o carvéo, na induseias 0leos de ricino e de baleia, na
iluminacao.

Com a invencao dos motores a explosao, no finaédalo XIX, comecgou-se a
empregar as fracOes, até entdo, desprezadas dibepete, dai em diante, as suas
aplicacbes se multiplicaram rapidamente. Ao final sBculo XIX, dez paises ja
extraiam petroleo de seus subsolos (PETROBRAS, 2008RI1ZZ0 et al, 2006).

O petréleo bruto possui em sua composicdo uma aatkeihidrocarbonetos,
cujas fracdes leves formam os gases e as fracéadgseo Oleo cru. Por isto, o petroleo
€ definido como uma mistura complexa de hidrocastmnsolidos, liquidos e gasosos

(CORREA, 2002pudRIZZO et al, 2006).
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2.2. Alternativas de tratamento de residuos proveantes da industria de petréleo

Desde a etapa de exploracdo do petroleo até a caliEcdo de seus
derivados, varios tipos de impactos ambientais iosker identificados. Estes impactos
vao desde as consequéncias dos estudos sismitizades na etapa de exploracao,
passando pela geracao de residuos em estado sdlldqpuido e emissdes atmosféricas
durante o processo de refino, até as consequéna@asuais de vazamentos acidentais,
ocorridos em terra ou em mar, durante o transporearmazenamento dos produtos
(PANDEFFet al.,2008). A presenca de alguns contaminantes oriuddaosdustria do
petréleo no solo, 4gua ou ar atmosférico pode caafs@os riscos a saude humana
devido a toxicidade, suas propriedades mutagémicascinogénicas e também devido
ao acumulo na cadeia alimentar (CAST&Q@l, 2005).

Por outro lado, é importante referir que varios postos aromaticos séo
recalcitrantes sob condi¢cées normais devido asddiggacdes moleculares, persistindo
e permanecendo no ambiente por longos periodosd®avestes fatores, na industria
do petroleo e derivados € crescente a preocupaglo s impactos ambientais
decorrentes de atividades que geram volumes coésals de residuos sélidos, dentre
0S quais se destacam os solos contaminados pacaidonetos BUDAVARI (1996),
considerando tanto aspectos da via de contato cgmiteto quanto a possibilidade de
reducdo da area cultivavel do planeta. Por issealraente, esfor¢os estdo sendo
envidados no desenvolvimento de novas alternatdeasemediagcdo de ambientes
contaminados por petréleo.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAyesentam um grupo grande
diversificado de moléculas organicas por terem wmgpla gama de propriedades,
diferencas quanto a massa molecular, configuragéateral, solubilidade em agua,

namero de anéis aromaticos, volatilidade, coefteenle sorcdo, e etc (HARAYAMA
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1997; KANALY et al, 2000; MALISZEWSKA KORDYBACH & SMRECZAK

2000;HARMSEN 2004).

Fontes antropogénicas, como a gasolina e o Oleseldi@s queimas de
combustiveis, derrames de petréleo, contribuem #&iznambiental de HPAs e sua
distribuicdo ubiqua, na persisténcia ambiental efaio potencialmente deletério sobre
a saude humana, resultando num crescente intgrelsseomunidade cientifica em
relagdo ao assunto (JUHASZ & NAIDU, 2000; KANALYet. al, 2000;
MECKENSTOCKEet al, 2004; JOHNSENMt al, 2005).

Foi a partir da década de 60 que as atencOes wgamlpara essa realidade e
varias técnicas de tratamento passaram a ser adot@dis técnicas baseiam-se em
processos fisicos (lavagem, extracdo a vapor), iqaém(extracdo por solvente,
processos oxidativos avancados-POAs, desalogemagdnca, correcdes superficiais),
térmicos (dessorcdo térmica, incineracdo) e biot&gi (landfarming, biopilhas,
biorreatores, etc.). Contudo, quando se pretendeautum determinado tipo de
tratamento, é importante que se avalie as peadides de cada residuo e quais 0s

custos envolvidos (URURAHY199%pudRI1ZZO et al, 2006; RIZZ0et al, 2008).

A Tabela 1 mostra que o0s processos biolégicos, dpatomparados aos
processos fisicos, quimicos e térmicos sdo MenEI®ETE € MEeNos agressivos ao meio
ambiente. Uma justificativa para os menores cugtogue, em muitos casos, as
alternativas de biotratamento concentram seus gesfoem otimizar simplesmente o

processo que ocorre de forma natural no solo.
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Tabela 1.Custo estimado de remediacao de solos para désrépos de tratamento
Custo Estimado de remediacao

(U$) tonelada

Tratamento

Remocao para aterros Acima de 100
Processos Fisicos

Lavagem de solo 25-150
Lavagem fisico-quimica 50-175
Extracao a vapor 75

Processos Quimicos

Extracdo por solvente 50-600
Desalogenacao quimica 175-450
Correcdes superficiais 10-25

Tratamentos Térmicos

Dessorc¢ao térmica 25-225
Incineragao 50-1200
Tratamentos Bioldgicos
Landfarming 10-90
Bioventilagdo 15-75
Biorreator de lama 50-85
Biopilhas 15-35
Biorremediagaan-situ 175

FonteR1ZZO et al,2007apud TRINDADE, 2002

Embora lance mao de mecanismos bioquimicos complex@ a metabolizacdo
dos contaminantes, a Biorremediacdo é o método miaiples de remediacdo de
grandes volumes de solo contaminado, quando coohpasas métodos quimicos,
térmicos e fisicos.

Assim, a implementagdo correta de micro-organisn@s metabolitos
microbianos, minimiza ou elimina produtos toxicosisso auxilia a aceitacdo da
Biorremediagdo como uma tecnologia ambientalmenterem (MAGZU &

CARBERRY, 1989; BRADFORD & KRISHNAMOORTHY, 1991, DMAN &
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GEALT, 1993; HICKS & CAPLAN, 1993; CUTRIGHT & LEEL1994; NORRI&et al.,

1994; MILLS, 1995; COOKSON, 1995). Além disso, aonttario dos processos

fisicos, quimicos e térmicos, os tratamentos biot¥) sdo considerados métodos
seguros, eficientes e de menores custos, a seleradms para a remediacéo de solos
contaminados por compostos organicos. Tais tratemmese baseiam na capacidade
microbiana de degradar esses compostos, denominadegbadacéo, que quando
aplicado como uma tecnologia de remedia¢do ambiénthamada de biorremediacéo
(WATANABE, 2001; TRINDADE, 2002; D’ANNIBALEcet al, 2006; SANTOS:t al,

2007).

3. Biorremediacéo

A biodegradabilidade do petrdleo é dependente dautesa quimica e
influenciada também pelo estado fisico e pela idade dos seus constituintes. O
aumento da cadeia do composto confere uma maiomplegidade estrutural e,
consequentemente, uma diminuicdo do numero de foiganismos capazes de
degrada-lo (ATLAS, 1995).

A degradacdo pode ocorrer através do metabolismmesjgracdo aerdbia ou
anaerobia. Assim a biodegradacdo completa ou niiresgao envolve a oxidacdo do
composto original para formar o dioxido de carbenagua, e desse modo ocorre a
producdo de energia utilizada na sintese do matalidlar (biomassa). Cada passo na
rota de degradacdo é catalisado por uma enzimeciispeexistente no arsenal
metabolico da célula degradante (MAIERal, 2009).

A Biorremediacado € uma tecnologia ecologicamengg@ae| para a remediacédo
de solos contaminados, a qual utiliza o potencethimlico dos micro-organismos para

a retirada de compostos organicos, em especiatpdasicbonetos de petrdleo, que
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estejam presentes em ambientes poluidos, resultareotransformagédo destes
compostos em produtos menos toxicos, ou resultando sua mineralizagao
(WATANABE, 2001; MOLINA BARAHONA et al, 2004, NAKAGAWA e
ANDREA, 2006).

O Processo de Biorremediacao tem sido definidcaday formas. A Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (USEPA), por exempfesenta uma definicdo mais
genérica em relacdo a biorremediacdo, definind@m@oc sendo um processo de
tratamento que utiliza a ocorréncia natural de orezganismos para degradar
substancias toxicamente perigosas transformandwrasutras menos ou nao toxicas.
Neste trabalho de pesquisa optou-se por se trabetim a definicAo adotada pelo
Escritério de Estudos Geoldgicos do Departamentintdwior do Governo Americano
(USGS), por ser uma definicAo mais especifica agénicdo original pertence a
American Heritage Dictionary of the American Langeae, define a biorremediagéo
como sendo o0 uso de agentes bioldgicos tais cowtérizs e plantas, para remover ou
neutralizar contaminantes, como poluentes do sala égua (CHAPELLE 2008pud
SANTOSet al, 2007).

A Biorremediacdo pode ocorrer pela acdo de espéuig®bianas autdctones,
aléctones ou pela sua combinacdo. Assim sendaatartento de solos contaminados
por petrdleo, os micro-organismos, sendo as basté&$ mais estudadas, utilizam os
hidrocarbonetos, principais constituintes do coimmamte, como fonte de carbono e
energia alternativa para formacdo de biomassa. HEse&abolismo envolve a
transformagdao dos hidrocarbonetos em unidades ®®ner posteriormente, a
incorporacdo como material celular (biotransfornoqg@u conversdo a gas carbonico
(mineralizac&o) resultando na reducéo da conceéitrde hidrocarbonetos de petrdleo.

Por ser uma técnica aplicada a diferentes tipaat@entes, a biorremediacdo envolve

11
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diversas areas de conhecimento humano como a Nbtwgla, Engenharia, Ecologia,
Geologia e Quimica (BOOPATHY, 2000; MARTINS al, 2003).

Mesmo considerando as vantagens anteriormenteasijtado varios os fatores
que limitam a atividade microbiana durante o precete Biorremedia¢gdo, como, por
exemplo: teor de nutrientes, concentracdo de oxig&emperatura, pH, teor de
umidade, concentragdo e composi¢cao dos contam@)ateatre outros. Desta forma, a
etapa de caracterizacdo do solo e ajuste dos paodmmeencionados € fundamental
para que a tecnologia de Biorremediagcédo escolhiolgp®cesso como um todo sejam
executados com éxito (BELSER, 1979; WOLIN, 1987MLEBY, 1991; MROZIK &

SEGET, 2009).

4. Tecnologias da Biorremediacam situ
4.1. Bioventing ou Bioventilagéo

“Bioventing” € uma técnica recente e promissqrg se baseia no estimulo da
degradacédoin situ de qualquer composto degradavel aerobicamenteyéatrdo
fornecimento de oxigénio aos micro-organismos preseno solo e, normalmente,
consiste no uso de ar atmosférico para aumentdividagle de micro-organismos
aerébios na remediacdo de areas contaminadas.tdesialogia tem sido usada no
tratamento de solos contaminados por hidrocarberdgavados do petréleo, solventes
nao clorados, alguns pesticidas, conservantes dieirag entre outros organicos.
Entretanto, a proximidade da superficie do nivelatico, a existéncia de zonas
saturadas, ou a baixa permeabilidade do solo redazeficiéncia desta técnica. Esta
tecnologia € vantajosa por ser um tratamentsitu e, também, por requerer pouca
quantidade de equipamentos. Solos com baixa peiidade, tais como os argilosos,

nao se adaptam para a utilizacdo desta tecnologig,ndo se consegue suprimento de
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ar, rapido e adequado, para atender as necessidad®ggénio para o metabolismo

microbiano (ALEXANDER, 1999).

4.2. Fitorremediacao

Dentre os processos biologicos, insere-se a fitdéacdo, que envolve o
emprego de plantas como agentes despoluidoresla®ws@guas. Sua utilizacdo tem
sido avaliada, principalmente, em solos contamigadon metais pesados (ACICIOLY
& SIQUEIRA, 2000) além dos tratamentos em sologammmados por petréleo e seus
derivados e outros compostos organicos (ANDERSON WEALTON, 1995;
CUNNINGHAM et al.,1996; CORSEUIL & MORENO, 2001). Em geral, é maftcd
trabalhar com contaminantes organicos, em razaodidarsidade molecular, da
complexidade de analise e das constantes trangfoeseaa que estdo sujeitos. Neste
contexto, os metais pesados sao mais facilmentetiicados e raramente formam
metabdlitos intermediarios no solo, como ocorrebimalegradacdo dos contaminantes
organicos. Assim, as pesquisas com compostos eagaoontaminantes de solo exigem
técnicas especializadas e de custo mais elevadpe@s utilizadas no tratamento de
solos contaminados com metais pesados, envolvendio @le elementos marcados e
sofisticada instrumentacao analitica (PIRESI, 2005).

Nos solos os principais mecanismos da fitorremédiagdo: a fitoextracéo,
fitoestabilizacao, fitovolatilizacao e a fitodegagéo.

A fitoextracdo, também reconhecida como fitoacugdda é a absorcdo do
contaminante pelas raizes para o tronco e as fodhfitoestabilizacdo, por sua vez, usa
plantas para limitar a mobilidade ou a biodispdigiade dos contaminantes. Um outro
mecanismo de remocao dos contaminantes pela agdlardas € a fitoevaporagdo, que

esta fundamentada no equilibrio de transferénciamdssas dos contaminantes,
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principalmente organicos e metaldides, das partesedjetal para a atmosfera. A
fitodegradacdo € a rota caracterizada capacidade veégetais em degradar os
contaminantes, que podem ser transformados em fentnergia ao crescimento das

plantas (ANSELMO & JONES, 2005).

4.3. Atenuacédo Natural Monitorada

O processo de atenuacdo natural monitorada (ANMaseado nos principios
naturais de degradac#ositue resulta da interacdo de uma série de procesfogqs,
fisicos e biologicos. Em condi¢cdes favoraveis, adégradacdo dos contaminantes
ocorre sem intervencdo humana para reduzir a memsseidade, mobilidade, volume
ou concentracdo desses contaminantes em solosidarag. Essa tecnologia demanda,
normalmente, um tempo maior para atingir os valestabelecidos pela lei ambiental
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000).

Quando ndo ha risco que justifique a adocdo dantextto para acelerar a
remediacdo da &rea, o melhor a fazer é deixarusezat se autodepurar, ou seja, optar
pela chamada Atenuagao Natural Monitorada (NOBRE@BRE, 2003; FURTADO,
2006). A biodegradacdo natural pode ser indicada pampostos organicos volateis
(VOCs), semivolateis (SVOCs) e combustiveis a lséidrocarbonetos (U.S. EPA,
1995, apud BAPTISTA 2007). Algumas desvantagens desse trataimeao: a
caracterizacdo (avaliacdo das condi¢Bes geologigeoquimicas) e 0 monitoramento
do local contaminado por um longo periodo, elevaadsim, os custos do tratamento;
os produtos finais podem ser mais toxicos que otaaunantes originais; pode haver a
migracédo do contaminante no solo antes da degradagéando, por exemplo, eroséo,

volatilizacao e lixiviacdo (BAPTISTA, 2007).
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Em geral, o processo de ANM esta diretamente mladio a cinco mecanismos:
a) biodegradacéo; b) transformacdo quimica (hskdi desalogenacéo; c) estabilizacédo
dos contaminantes em, por exemplo, argila e maefimidos que dificultam e
impedem a migracdo do contaminante; d) volatilisacdue embora seja um
componente de menor intensidade no processo deiagfm natural, permite a

transferéncia de compostos organicos volateispatmosfera; e) Dispersao.

5. Tecnologias da Biorremediacéo ex situ
5.1. Landfarming

"Landfarming € uma tecnologia de remediacdo que consiste heagio do
residuo oleoso na superficie do solo, de modo aziredas concentracbes dos
constituintes de petroleo por meio da biodegradag@oobiana. O espalhamento do
material oleoso contaminante sobre o solo e apocacdo na camada aravel, também
denominada camada reativa, pode afetar, diretaneestrdenodo diferenciado, os micro-
organismos responsaveis pela biodegradacédo. A driadigcdo microbiana, que € o
mecanismo primario de eliminacdo dos poluentesnitgd do ambiente, compde a
base deste tratamento, sendo de grande impor@manutencdo de uma comunidade
microbiana heterotrofica ativa, no entanto, sdcagsts 0s estudos relacionados a
atividade dos micro-organismos em areas de trat@nds residuo petroquimico por

"landfarmind (DE PAULA et al, 2006; SILVA, 2009).

5.2. Biopilhas

A Tecnologia de Biopilhas envolve a construcéo éelas ou pilhas de solo
contaminado de forma a estimular a atividade miarab aerobia dentro da pilha
através de uma aeracao eficiente. A atividade mi@na pode ser aumentada pela

adicdo de agua e nutrientes como fontes de nittegénde fosforo. Os micro-
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organismos degradam os hidrocarbonetos adsorvaparticulas de solo, reduzindo,
assim, suas concentragfes. Tipicamente, as Bigpi#&a construidas sobre uma base
impermeavel para reduzir a de migracdo dos lixasaplara 0 ambiente subsuperficial.
Uma malha de dutos perfurados instalados na baspilla e conectados a um
compressor garante a perfeita aeracdo do conjmoalguns casos, constréi-se um
sistema de coleta do lixiviado, principalmente,rgi@se utiliza um sistema de ajuste de
umidade. As pilhas sdo, geralmente, recobertapldstico para evitar a liberacdo de
contaminantes para a atmosfera, bem como paraygrtatelas intempéries.

A Biopilha necessita de espaco suficiente paratartrento do solo contaminado
e, além disso, ao escavar o solo, pode-se libarar @ ambiente compostos organicos
volateis (VOCs) (PALA, 2002; SEABRA, 2005). Convé@mstacar que o emprego de
materiais organicos oriundos dos residuos sélidosnos pode favorecer a degradacao
de hidrocarbonetos nas biopilhas, por aumentapalagdo microbiana. No entanto, no
primeiro momento, pode ocorrer a degradacao preferede carboidratos ao invés de

hidrocarbonetos (SEMPLE et al., 2001).

5.3. Biorreatores

Biorreatores de varios tipos tém sido desenvolvigascipalmente para o
tratamento de efluentes liquidos, entretanto tatereas também estdo sendo usados
para residuos soélidos (URURAHY, 1998). Os custos s#@is altos do que os
tratamentosn situ, pois ha gastos adicionais com o transporte demahtontaminado,
construcdo de equipamentos para uma particularodisuinacdo, mao-de-obra
adicional e energia. No entanto, também podem deereamente Uteis em degradar

compostos altamente recalcitrantes (RISER-ROBERJ8)L
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Alem disso os biorreatores facilitam o controle ptocesso de biodegradacgao
dos poluentes no solo, facilitando a aclimatacamdaobiota e seu desenvolvimento.
O emprego dos biorreatores vem surgindo como uomoliggia viavel e decisiva para
tratamento de solos contaminados com compostosniooga (URURAHY, 1998).
BAPTISTA et al. (2006), utilizaram reatores de leito fixo paratdnaento de solo
argiloso contaminado com hidrocarbonetos de petrélgerificaram uma remocao de
cerca de 45% de Hidrocarbonetos totais de pet(6l€®) apds 45 dias de tratamento.

O reator de lama é uma técnica que envolve o teattmcontrolado do solo
escavado em reator biolégico. O solo é primeiram@nbcessado de modo a separar
fisicamente os componentes de maiores dimensdesdgmida, adiciona-se agua até
um volume pré-determinado, e essa adicdo é dependdm concentracdo dos
contaminantes, da velocidade da degradacéo bial@a natureza do solo. A fracao
arenosa, ja limpa, € retirada do sistema, restarfda;édo de finos e a agua de lavagem,
que serdo tratados biologicamente. O solo é marditio suspensdo no reator e
misturado com nutrientes e oxigénio e, se necessgéieita a correcdo de pH. Apds a
degradacdo completa procede-se a secagem das(RE&AULA et al, 2006). Para
que este processo apresente a eficiéncia requdddase necessaria a adicdo de
nutrientes, especialmente fontes de nitrogénidpfdse potassio, pois 0 aumento da
concentracdo de carbono organico no solo aumerdansmnda de nutrientes pelos
micro-organismos (PAUDYNt. al, 2007).

Também podem ser feitas outras adequacdes no gelinguem a adicao de
agua para aumentar a umidade, e a adicdo de dd@lazlcio e/ou magnésio para
corrigir o pH. Em geral, ocorre maior degradacachizocarbonetos em solo de pH
neutro, pois as bactérias sdo reconhecidamenteérasppis agentes da biodegradacéo

(MPHEKGO & CLOETE, 2004).
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5.4. Compostagem

A técnica de compostagem é uma variantelahafarming Nesta tecnologia
ocorre a adicdo de um agente estruturante a fimudeentar a sua permeabilidade, e
consequentemente promover maior taxa de transfarélec oxigénio. Normalmente,
utilizam-se os seguintes materiais como agentestestintes: palha, pedacos de grama
e madeira, folhas, bagaco de cana e serragem. @evidatureza organica destes
materiais, 0s agentes estruturantes atuam comesfaiet carbono capazes de favorecer
o rapido estabelecimento de uma populacdo numeiREBER-ROBERT, 1998).
Porém, as vezes, a biodegradacdo do poluente édigaja pela utilizacdo destes

agentes pelos micro-organismos lignoliticos levaadmoblemas de competicdo entre

as espécies microbianas (SEMPettal, 2001).

6. Fatores que influenciam a Biorremediagao

A efetividade da Biorremediacdo depende principatmede algumas limitagcoes
determinadas por fatores que sao decorrentes eneraegtanto frios quanto quentes.
Estes fatores segundo BOOPATHY (2000) podem semic#® ou ndo técnicos
dependentemente da influéncia direta ou indireta gpssam exercer no processo de

Biorremediacgao.

6.1. Fatores Técnicos que afetam a Biorremediacao
6.1.1. Temperatura

A temperatura apresenta efeito particular na coégdo microbiana e,
consequentemente, na degradacéo de hidrocarbamesidsais apos a evaporacao de
agua e de fracbes mais leves de hidrocarbonettsmperatura ambiente influencia a
natureza fisica e quimica da composicdo do Oleotaxaa de degradacdo de

hidrocarbonetos, e a composicdo da comunidade Ibigcra, assim como a
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transferéncia de massa de substrato e/ou acemteretrons na zona fria, em que é
crucial a adaptacao microbiana e, logo, atua noggsm de biorremediagdo. Zonas com
baixas temperaturas retardam a taxa de evaporagsocamponentes volateis, e
portanto, atrasam a biodegradacdo do Oleo (ATLAS811 OSTROUMOV &
SIEGERT, 1996; AISLABIEet. al, 2006).

A temperatura do solo pode afetar de forma sigatifra a taxa de degradacéo.
A flutuacdo, e frequente variacdo de temperatuferedtn de um local a outro e a
biodegradacéao resultante pode ser diversa.

ATLAS (1981) observou, por exemplo, que a degradagihidrocarbonetos foi
mais rapida a 25°C do que a 5°C. BALKSal (2002) ,por outro lado, relatam que a
biodegradagcdo de combustiveis pesados, por orgasiantoctones do mar norte, foi
guatro vezes superior no verao (18°C) do que nerimov (4°C). SIRONet al (1995),
acrescentam que em ambiente &rtico/subartico, depiadacdo de hidrocarbonetos
diminui durante o inverno, estando a temperatunaiali para uma significativa
biodegradacdo de 6leo em torno de 0°C. E ainda rimpie acrescentar que, em
temperaturas mais elevadas pode ocorrer a inativdga&nzimas e/ou inviabilidade de
alguns micro-organismos, 0 que também limita oatn@nto por biorremediacéo
(ATLAS, 1995).

Todavia, embora a atividade de biodegradacdo mamabndo cesse em
temperaturas abaixo de zero, a temperatura Otimea @éiodegradacdo € geralmente
entre 15-30°C para 0s processos aerébios e 2543&dCos anaerdbios. Deste modo, a
temperatura de solos das regides glaciares nao vérafel. No entanto, a
biorremediacdo pode ser vantajosa em estacOesegugat que 0S meses quentes
apresentam as melhores taxas de degradacdo (RAWAE1993; AISLABIE et. al,

2006).
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6.1.2. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade é a tendéncia dos componeimeéiduais existentes no
6leo em serem capturados pelos micro-organismos.qi¥® diz respeito a esses
organismos, as dificuldades relativas a biodisphd#nle sdo provenientes dos
obstaculos que existem na transferéncia de hidvonatos para o interior das células
enziméticas e nas limitagbes energéticas para mantkegradacdo (YANGt. al,
2009). O acesso dos hidrocarbonetos ao sistemdarcednzimatico constitui um
obstaculo porque a biodegradacdo de substanciasicasi depende do arsenal
enzimético existente dentro das células bacteriaPas outro lado, 0s micro-
organismos podem ser metabolicamente ativos apgraasio ocorre a transferéncia de
massa na membrana celular. Deste modo, quando @eraiura ambiente cai até o
ponto de congelamento, os canais ibnicos, respeisspela permeabilidade seletiva da
membrana, tende a fechar e o citoplasma sofressstreriogénico. Ou seja, se a
temperatura continua caindo, as fungbes celularésingem, afetando o
desenvolvimento celular, e com o congelamento daizr@toplasmatica, a célula para
de funcionar. O estresse que resulta no fechandentanal de transporte das células ou
congelamento do citoplasma, é muito comum em céediextremas e pode restringir o
transporte de massa e limitar o acesso de nuti@steélulas (FINEGOLD, 1996).

A solubilidade aquosa do poluente é importante inarémediacdo porque a
adsorcao do solo € diretamente proporcional aocicieefe de particdo octanol-agua
(Kow) € inversamente proporcional a solubilidade aqué®@ando um composto é
fortemente adsorvido no solo, a biodisponibilidagede a diminuir, impedindo
consequentemente a biodegradacao.

O valor de logky, € um bom indicador geral para a solubilidade de um

contaminante em membranas bioldgicas, principaleneatque diz respeito aos lipidios
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de membrana. Contaminantes com lgglentre 1 a 3.5 tendem a ter altas taxas de
biodegradacdo em condi¢cbes aerdbias e anaerOlESS(EER & GRAY, 2003). Por
outro lado a limitacdo da transferéncia de masdermdama ataxa maxima de
biorremediagdo de contaminantes que possuem solubilidade muito baixa

(OSTROUMOV & SIEGERT, 1996).

6.1.3. Textura e Estrutura do Solo

A metabolizacdo e a biodegradacdo de muitos pasgmdbdem ser limitadas
pela sorcdo dos compostos aos componentes do Askm, se 0S compostos
encontram-se fortemente sorvidos, eles podem ssear indisponiveis aos micro-
organismos, limitando assim a sua biodegradac&Z@®Et. al, 2006).

Deste modo, a textura e a estrutura do solo s&omedros que influenciam na
biodisponibilidade do hidrocarboneto, visto que smos que apresentam particulas
maiores resultam em maior porosidade viabilizandlispersdao dos micro-organismos
no interior dos poros (RIBEIRGet. al, 2004). Além disso, a textura do solo
contaminado determina, em grande parte, a umidaua éequerida para a operacao de
biorreatores, variavel que se encontra intimamegiteionada ao grau de mistura e a

aglomeracao (WOO & PARK 19%pudRIZZO et. al, 2006).

6.1.4. Limitag6es Metabdlicas

As limitagbes metabdlicas podem resultar da inferagnzima-substrato e da
energia necessaria para ativar o metabolismo. 8aima especifica existir, a taxa de
degradacdo pode, entretanto ser determinada perad¢des especificas do composto
com a enzima. No geral, as limitacbes enzimatiessltam do reconhecimento do

substrato e do impedimento estérico do substratmupoo reconhecimento e a
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aproximacédo séo requeridos na catalise enzim&@mado assim, quanto mais extenso
for o tamanho do composto, maior sera o impedimestérico, e maiores seréo as
dificuldades que existirdo na interagdo do sulistcatm o centro ativo da enzima
requerida no processo metabdlico (SCHWARZENBAEHal, 1993; BESSLER &
GRAY, 2003). Outro ponto a ser considerado, émda que os derivados substituidos
inibir atividade enzimatica, principalmente devatmimpedimento estérico da interacao
enzima-substrato (KROPP & FEDORAK, 1998). Essagdes requerem a ativacao de
energia produzida pelos micro-organismos, e o mdeetonsumo dessa energia pode
servir como indicador do nivel de biorremediacaogd, baixos niveis de adenosina
trifosfato (ATP) no local onde ocorreu vazamentomcaleo podem indicar
consideravelmente baixos niveis de biomassa memabdu baixa atividade microbiana

(SPARROW e SPARROW, 1988).

6.1.5. Oxigénio

O oxigénio é usualmente utilizado como aceptor |fide elétrons no
metabolismo aerdbio e, a limitacdo de oxigénio é uwhas razdes cruciais para o
insucesso da biorremediacéo em regides glaciares

A importancia do oxigénio surge da participacdoodmenase e do oxigénio
molecular envolvido na maioria das rotas de degé&alados hidrocarbonetos. Os
processos aerdbios geram maior potencial energ@tioctado por unidade de substrato
e tendem a ocorrer consideravelmente mais rapidam&rieoria sugere que a massa de
oxigénio necessaria para remediar a carga poléedéecerca de 0,3 g de oxigénio por
cada grama de 6leo oxidado (ATLAS, 1981).

A demanda de oxigénio é, entretanto uma limitagiourn em zonas glaciares

devido a escassez de oxigénio posto que nessassegidifusdo de oxigénio € parcial
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ou completamente bloqueada. O transporte de oxigénconsiderado uma etapa
limitante na taxa de biorremediacdo aerobia. Quamaxigénio é mais rapidamente
consumido do que substituido por difusdo da atmaste solo se torna um ambiente
anaerobio. Nestas circunstancias, a degradacabieeeréera limitada, e a taxa de
transformacdo diminuira favorecendo aos organisranaerébios a se tornarem
gradualmente populagcdes dominantes. Portanto, icé&cnde engenharia sao
frequentemente utilizadas com a finalidade de nmatha demanda de oxigénio dos
sistemas de tratamento taetosituquantoin situ (RAWE et al, 1993; BRADDOCKet

al., 1997; ATLAS, 1981; BRESSLER & GRAY, 2003).

6.1.6. Aceptores alternados de elétrons

Os organismos aerobios utilizam oxigénio elementano aceptor final de
elétrons. Os anaerobios utilizam nitratos, sulfaté€,, e metais ferrosos como
aceptores finais de elétrons, e geralmente tém nito Umecanismo de reacdo na
profundeza do subsolo, onde a rota anaerdbia épsingel de ser meritéria para
degradar alguns compostos resistentes. Quandogé@riai molecular esta ausente, o
oxigénio derivado da agua serve como um reagent@aesérie alternativa de aceptores
de elétrons podem ser utilizados (ALLARD & NEILSON997). Os aceptores de
elétrons sdo geralmente utilizados na sequénceads pela energia formada por
unidade de carbono organico oxidado na seguinenar@, NOs, Mn?*, Feé*, SQ% e
CO, (SPENCEet. al, 2005). A sequiéncia de reacdes esperadas parmotn inicio
com a respiracado aerdbia, seguida da desnitriticagilucdo de manganés, reducao
férrica, reducdo de sulfato, e finalmente metaneg€n(SCHWAZENBACHet al,

1993).
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6.1.7. Nutrientes

O estado dos nutrientes no solo causa um impaetodia atividade microbiana
e na biodegradacdo. Um grupo de elementos nutsiesiiecompostos organicos €
requerido como fonte de carbono ou doador/acega@i@trons. Alguns elementos sdo
importantes no processo de biorremediagdo comoyogeéiio e fosforo,
respectivamente, e baixas concentracdes de algnimoacidos, vitaminas, ou outras
moléculas organicas, podendo ser adicionados a®$s0 para melhoria do potencial
de biodegradacdo (HOMASSIN-LACROIX, 2000). Além stis os vazamentos de
grandes quantidades de contaminante de petroledertera resultar num rapido
esgotamento da disponibilidade de nitrogénio e ofésfinorganico. Nitrogénio e
fésforo, geralmente, se tornam fatores limitansggeeialmente quando o contaminante
atua como fonte de carbono (ROLING & VAN VERSEVELP(02). Com base na
estequiometria de Redfield, quando os nutrientesséa limitantes, a razao desejada de
C,N,PeKé100:15:1:1 (FILLEE: al, 2006).

Em alguns casos, para que haja a correcdo dess@sntes essenciais ao
metabolismo microbiano, pode-se lancar méo do usofedtilizantes, pois esses
possuem quantidades limitadas tanto de nitrogé&mmtg de fosforo. No caso dos altos
niveis de nitrogénio, por exemplo, razoes de C/Mares que 20, pode haver inibicdo
da atividade microbiana do solo possivelmente devia toxicidade nitrica

(THOMASSIN-LACROIX, 2000).

6.1.8. Toxicidade
Experimentos mostram que liquenes, musgos e plaafesm uma mortalidade
particularmente pesada pela toxicidade. O mantoofdidico de 6leo, ao recobrir

liguenes, musgos e plantas, pode perturbar a eag¢unutrientes. O vazamento de 6leo
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€ tdxico para as aves, 0s peixes, 0s 0vos, e\as|a pode ser transferido através dos
alimentos. Geralmente a toxicidade depende da csigm do petroleo e da
concentracdo. Produtos refinados de 6leo, por exerso considerados mais toxicos
para plantas de cobertura do que os 6leos crus<(NEN\et al, 1978).

A toxicidade aguda frequentemente resulta de agcenocompostos aromaticos
de baixo peso molecular, enquanto a toxicidadeicadmarte dos HPAs. A toxicidade
também é relacionada a temperatura ambiente e ae@idente intempérie dos
compostos volateis. Com o aumento da temperaturar,dmais componentes toxicos
sdo perdidos por meio da intempérie. Quando o dewongela no ambiente, a
volatilizacdo dos alcanos com cadeias curtas ézi@daue a sua solubilidade em agua
aumenta. Adicionalmente, os hidrocarbonetos tém otengial de aumentar a
hidrofobilidade do solo (BALK®t al, 2002).

Os micro-organismos sao capazes de degradar uranoiinte quando a sua
concentragcdo esta abaixo da toxicidade limite, seascrescimento e disponibilidade
séo restritos quando o contaminante esta acimamzentracdo limite (BLESSER &
GRAY, 2003). Deste modo, se um ambiente contamir@dpase letal aos micro-
organismos, a biodegradagdo ndo pode ser implede&entaos métodos especiais de
engenharia precisam ser empregados para extrduieadconcentragao inicial para a

posterior biodegradacéo.

6.1.9. pH

O pH do solo tem acdo direta na atividade metadddia microbiota nele
existente, sendo funcéo da toleréncia de cadaiespérobiana. Segundo TSAt al

(1992), em relacao ao pH, os micro-organismos paskmdistinguidos como:
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« Indiferentes - crescem numa faixa ampla de valde pH. E 0 caso de um
grande numero de bactérias, que podem apreseasmiroento entre valores de pH 6 a
9. Para os fungos os valores variam entre 2,0;e 8,0

» Neutréfilos - preferem pH proximo a neutralideaté ligeiramente alcalino.
Em geral, as cianobactérias e algumas diatomaaedsrgm ambientes neutros ou
pouco alcalinos. Ja a maioria dos actinomicetosapiiesenta crescimento em valores
de pH inferiores a 5,5;

* Aciddfilos - preferem ambientes com pH acido;

* Basofilos - ndo suportam valores de pH inferi@@&s0.

Para a maioria dos micro-organismos envolvidos nocgsso de
biorremediacéo, a faixa de pH favoravel ao seucoresnto é de 6,0 a 8,0, quando a
biodegradacédo tende a ser mais rapida (ATLAS, 128EXANDER, 1999). Em
ambientes de extrema acidez ou alcalinidade, adatle microbiana decai. Isto
acontece porque independente do pH do meio exterpbl, citoplasmatico dos micro-
organismos precisa ser 7,0 e a manutencdo deste galoutro muito proximo a este,
se faz necessario, pois uma mudanc¢a no estadmid@gao dos grupos quimicos do
sitio ativo ou a eliminacdo de interagcbes iOnichsram a conformacéo ativa e a
estabilidade das enzimas e, por conseqiéncia, eeduzasticamente sua atividade

(LEHNINGER, 1995).

6.1.10. Concentracao de Micro-organismos Degradades de Hidrocarbonetos
O sucesso da biorremediagcdo € dependente da dadesida populagéo
microbiana presente, mais especificamente da disiidade de micro-organismos

hidrocarbonoclasticos (PAUDYt al, 2007), por existir uma relagdo direta entre a
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taxa de degradacdo e o tamanho da populacao, jguaméo maior o nimero de micro-
organismos capazes de degradar o composto, maika régra a sua degradacdo. O
tamanho da populagdo microbiana é maior na supedtcsolo, visto que nesta regido
a temperatura, umidade, aeracdo e energia sawaelante mais favoraveis para o

desenvolvimento dos micro-organismos (VIDALLI, 2001)

6.2. Fatores ndo Técnicos que afetam a Biorremedi&g
S&o vérios os fatores ndo técnicos que impedem sendelvimento da

tecnologia de biorremediacéo e alguns destes fasdi@ a seguir discutidos.

6.2.1. Pesquisa e fatores técnicos
Embora exista um numero de contaminantes biodeggeja incluindo

hidrocarbonetos de petrdleo, alcoois e solventesjay substancias quimicas
amplamente aceitss como os Bifenilas Policlorad¥sSBE), pesticidas, alcatrdo de
carvao, solventes clorados, e hidrocarbonetos dimwsa polinucleares, nao sao
degradados prontamente. Apesar dos poucos reqasppesquisa sobre as tecnologias
de biorremediagéo, ainda hd a necessidade de gedratzalhos sejam desenvolvidos
nessa area com a finalidade de ndo sé melhor emtemino ocorre 0 processo de
biodegradagcdo, como também desenvolver melhoriastewnologias ja existentes.

(BOOPATHY, 2000).

6.2.2. Recursos Humanos
Devido ao fato da biorremediacdo ser uma tecnologiativamente pouco
estudada, existe uma auséncia de recursos hunraimzlos nesta area. Um programa

de biorremediacdo bem sucedido requer uma multiEderramentas disciplinares,
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integrando &reas como microbiologia, engenharialoge, hidrogeologia, ciéncia de

solos e projetos de gerenciamento. (BOOPATHY, 2000)

6.2.3. Econbmicos e Legais

Ao contrario de outras industrias, a biorremediagdo resulta na geragédo de
produtos de valor agregado. Assim, o capital dmrisvestido em tecnologia tem sido
lento, e como consequéncia a atividade comercigbesquisa e desenvolvimento tem
sido muito atrasada em relacdo a outros setoresndiastria. Assim, como a
biorremediagcdo € ainda considerada uma tecnologiea, nclientes e agéncias
reguladoras, muitas vezes examinam mais detalhaderaebiorremediacéo do que as

tecnologias convencionais (BOOPATHY, 2000).

7. Técnicas de Biorremediagdo de solos contaminadesm hidrocarbonetos de
petréleo

Existem basicamente duas técnicas de utilizac8mateemediacdo que podem
ser utilizadas isoladamente ou em conjunto, depeltdedas caracteristicas do
contaminante e do solo que séo o bioestimulo eauhbiento.

O bioestimulo, também denominado de bioestimulag@a,aumentar os micro-
organismos autéctones e acelerar a taxa de biatkgia natural pela adequacédo das
quantidades de nutrientes e/ou melhorar a biodispidade de contaminantes em
ambientes tanto quentes quanto frios. Se a ocaear&mreta, e natural dos micro-
organismos presentes estiverem em numero e tipoiesués, 0s micro-organismos
podem quebrar os residuos de forma eficaz. A téamiais utilizada é a de adicionar
nutrientes inorganicos ou fertilizantes 6leofilicagie supostamente tém um efeito

positivo para a descontaminacdo do petrleo (ALLARDNEILSON, 1997). A
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bioestimulacdo é popularmente confidvel para es$dima degradacdo da biomassa de
hidrocarbonetos e ainda influenciar a composickdiva de comunidades microbianas.
Estudos foram realizados sobre a biodegradacdo etedlgp no Artico frio
(PRITCHARD & COSTA, 1991) na Antartica (KERRY, 1998 em clima quente e
umido na regido amazodnica (SILVA, 2009). Todos oasor@s relatam um efeito
favoravel da adicdo de nutrientes quando a aefacémnecida.

Durante o tratamento de biorremediacdo, € impatantonitorar a
disponibilidade de nitrogénio e fésforo e a cona@o de potassio. No entanto, o grau
em que a disponibilidade de oxigénio e nitrogérodeplimitar a biodegradacéo e o
intervalo adequado para re-suprimento de oxigémibregénio sao incertos. Também é
dificil saber a eficicia de fertilizantes pararastar a biodegradag¢do do 6leo, se os
dados de base sdo desconhecidos. Além disso, arpiiopde C/N para fertilizar €
altamente dependente da situagéo real no solomorado. As razdes recomendadas de
C/IN para biorremediagcéo de hidrocarbonetos do walam grandemente e alcangam,
pelo menos, faixas que compreendem de 100:1 a(ATHAS & BARTHA, 1992)
embora uma faixa de trabalho de uma relacédo C/N)@€eL5 seja frequentemente usada
(MOSBECH, 2002).

Em relacdo ao bioaumento, a literatura reporta qaeneento na inoculacdo de
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos, em éatsninadas com 6leo, tem sido
testado em alguns ambientes terrestres (M@LLERal, 1995;. MARGESIN &
SCHINNER, 1999). Normalmente, a inoculacdo tem dieita para aumentar as
concentracbes de bactérias no inicio dos experogserdom efeito marginal nas
concentracdes finais. No entanto, alguns estudosriexentais em solos alpinos frios e
cronicamente poluidos com 6leo esclarecem que oemiiamcom biodegradadores

adaptados ao frio ndo foi bem sucedida (MARGESIN S&HINNER, 1997).
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“Bioventing simulando o sistema frio de solo alpino mostroimiduicdo

na utilizacdo de hidrocarbonetos pelo in6éculo Ho som aumento da degradacéo pelos
micro-organismos autdctones do solo a medida quengo de incubagdo e a
temperatura foram aumentando (MARGESIN & SCHINNEBR®99). No entanto,
muitas vezes falhou na melhoria das taxas de dagfiadde hidrocarbonetos ou na
remocao de hidrocarbonetos totais (M@LLERaL, 1995; VOGEL, 1996; ALLARD &
NEILSON, 1997).

Geralmente, o método é util apenas quando se pofterda positiva melhorar a
biorremediag&o porque 0s micro-organismos intrathszsdo sujeitos a varios estresses
abidticos e bidticos. Os micro-organismos inocutapmvavelmente serdo suplantados
pelos organismos autdctones, em alguns casos.caswmnte, a biotecnologia moderna
pode ser usada para ajudar a aliviar essa reprass@bolica. No entanto, ndo é claro
se isso levara a perturbacdo na composicdo da cdadene, portanto, € necessario

avaliar a diversidade da populagc&o microbiana.
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CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS
3.1. O Solo

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizado pooveniente do norte de

Angola, na regido do Soyo, municipio da provin@aZaire, em Angola. O clima da
regido é tropical Umido e a temperatura média araré entre 24 e 26 °C.

Foram coletadas dez amostras de solo contaminadodten cru Angolano e
dez amostras de solo ndo contaminado em uma zowamar ao mar, perfazendo um
total de vinte amostras de solo Angolano. Cada amosntinha 500g de solo e foram
embaladas em sacos plasticos que foram identificadimseridos em caixa térmica a
5°C para o transporte aéreo até o Rio de JaneiasjlB

Por se tratar de solo, os processos de importagd@@tacido para 0s testes
foram autorizados pelos Ministérios da AgricultdPacuaria e Abastecimento (MAPA)
da Republica Federativa do Brasil, e pelo Ministado Ambiente da Republica de
Angola.

ApoOs os testes, as amostras foram autoclavada$ &Clpor 30 minutos e, em

seguida, descartadas, por incineracéo, pela UFRJ.

3.2. Testes de biorremediacdo do solo

Todos os testes de biorremediacdo foram executmiorecipientes plasticos,
com dimensdes de 20 cm de largura, 20 cm de coraptare 8 cm de altura. Cada
recipiente contendo solo foi denominado como reator

Antes da realizacdo dos experimentos, 0os solosfpeneirados para remocao
de particulas de maior tamanho, usando peneirabdduea regular de 1 mm, e

homogeneizados com auxilio de bastao de vidro.
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E importante referir que ao longo de todos os sesis solos foram agitados
diariamente permitindo uma maior aeracdo dos sagepor revolvimento, com auxilio
de bastao de vidro.

Todos os testes foram realizados suplementando l@ cam fertilizante
(10:10:10, da VITAPLAN, Brasil) a fim de se obtena relacao inicial de C/N: 100/10

Todos os reatores foram enriquecidos com microrsg#ns. A inoculagao foi
realizada no inicio dos experimentos e foram usadosicro-organismos cultivados
em condi¢cBes aerbbias, obtidos a partir de 4guBadia de Guanabara, coletadas na
Praia do Galedo, na Ilha do Governador. O pré-iodfoi obtido inoculando de 1mL da
agua do mar em caldo nutriente, e incubado a 28tCi® horas. Para o bioaumento
foram inseridos, em cada reator, 15mL do inocub@me preparado. Todos os testes de

biorremediag&o foram conduzidos durante 90 dias.

3.2.1. Experimentos com solo contaminado “in natura

Este conjunto de experimentos teve o objetivo awah viabilidade da
biorremediacao do solo contaminadmatura ou seja, nas condicdes de contaminagéo
em que ele foi amostrado em Angola. Em ambos deresa distribuiram-se 500g de
solo contaminadon natura A Figura 3 apresenta os dois reatores utilizgohra a

realizag&o dos testes.

Figura 3. Reatores utilizados para realizagéo
do experimento com o solo contaminado com dGleodtura).
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3.2.2. Experimentos com variagdo no teor inicial déleo cru
A Figura 4 apresenta o0s trés reatores utilizadosa @ realizacdo dos

experimentos com variagao no teor inicial de 6leo.

Figura 4. Recipientes de plastico utilizados para realizag#o
experimentos variando-se os teores do solo congainin

Este conjunto de experimentos teve como objetivaliav o efeito da
concentracdo do contaminante no sistema, uma dadreis que influenciam a
biorremediacdo de solos (Del-Arco & de Franca, 208in cada reator foi colocado
uma massa de 300g de solo ndo contaminado. Pam waquantidade inicial de
hidrocarbonetos em cada reator, foram adiciona@lip6@ou 120g de solo contaminado
equivalendo a um percentual massico de mistura soltaminado e solo nédo

contaminado de 9, 17 e 27%, respectivamente.

3.2.3. Monitoramento dos testes de biorremediacao
Para acompanhamento de todos os testes de biorag@edfoi montado um
programa de monitoramento que envolveu a realizagdwarios testes analiticos, a
seguir discriminados:
pH em agua, em 0 e 90 dias de processo.
Umidade, semanalmente.
HTP, em 0 e 90 dias de processo.

HPA, em 0 e 90 dias de processo.
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Bactérias Aerdbias Heterotréficas (BAE), quinzeraite.
Bactérias Anaerdbias Heterotréficas (BAN), quinzemate.

Fungos Totais, quinzenalmente.

3.3. Analises Fisicas
A determinacéo das analises fisicas do solo, emg&ela umidade do pH foram
feitas no Laboratério E-109, de Microbiologia Aplita a Industria do Petrdleo da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.3.1. Umidade

O ensaio da determinacédo da umidade do solo f@adasna metodologia 1.3
utilizada pela EMPRAPA (1979). Para tal, amostrassdlo foram transferidas para
becker de teflon com capacidade para 25 mL, de anamshecido. Apds a pesagem
inicial, os sistemas foram levados para estufa ndledE-395) a 105°C por 24h.
Passado este periodo, os sistemas foram inserddsssecador com silica gel ativa e a
massa seca do solo foi determinada na mesma bakngaidade foi calculada como
peso constante da diferenca entre a massa Umidaassa seca e o resultado expresso

em percentual de acordo com a seguinte férmula:

m - m;
m

U= ~ 100

Onde: U- umidade;m- massa inicial da amostra, em gramasye massa final da
amostra, em gramas, apos a secagem. O ensaio rfduzido em triplicata e as

pesagens realizadas em balanca analitica (TDS EFAB10
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3.3.2. Granulometria

A distribuicdo granulométrica do solo foi deterndasem Laboratorio externo a
Universidade Federal do Rio de Janeiro. O ensaioekecutado seguindo-se 0s
procedimentos descritos por EMBRAPA (1997), queobreso peneiramento do solo
para quantificacdo das fracbes de areia e de bascabmo também testes de

sedimentacao para estabelecimento da quantidaaigitkee silte.

3.4. Analises Quimicas

Foram realizadas analises quimicas para acompanpercesso de tratamento
dos solos. Todas as analises foram feitas com mhasemetodologias analiticas da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados UnidosS(LEnvironmental Protection
Agency — USEPA), por este ser um 6rgédo de refeménternacional. O pH dos solos,
no entanto, seguiu a metodologia desenvolvida pBEAPA (1979), devido a sua

simplicidade de execucao.

3.4.1. pH

Para determinacdo do pH do solo em agua, foranzaeak ensaios baseados na
metodologia 2.1.1 utilizada pela EMPRAPA (1979). Em becker com capacidade
para 50 mL, foram adicionados 10 g de solo e 25lmhAgua destilada.

A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos @umilio de agitador
magnético revestido de teflon. ApGs o periodo g@uso, para separacdo das fases, o
decantado foi transferido para um becker com cdpdei para 25 mL e o pH foi
determinado em potencidometro (Digimed DM-20), prevente ajustado com solucdes

tampéao padronizadas de pH = 4,00 e pH = 7,00.
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3.4.2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Para determinacdo dos HPA foi utilizada a metodalogSEPA 8270D
(Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatdgiédass Spectrometry -
GC/MS). A cromatografia foi realizada em equiparoemtodelo Thermo Fnnigan —
Focus GC, equipado com coluna RTX-5MS (30 m x 0y#B) e acoplado a um
espectrometro de massa Themo Finnigan — Focus DE&gxtratos organicos foram
obtidos de acordo com o método USEPA 3550, quezaitiultrassom, com
Diclorometano seco. A purga do solvente para aemuracao foi feita com fluxo de
Nitrogénio. Foram analisados 0s seguintes compodiadftaleno, Acenaftileno,
Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fhtere, Pireno, Benzo[a]antraceno,
Criseno, Benzolk]fluoranteno, Benzola]pireno, Inolén2,3-cd]pireno,

Dibenzo[a,h]antraceno e Benzo[ghi]perileno.

3.4.3. Hidrocarbonetos Totais do Petrdleo (HTP)

A quantificacdo de HTP foi realizada pelo método EBS 8015C
(Nonhalogenated organics usir@gC/FID). Os compostos alvos para analise de HTP
compreendemn-alcanos na faixa de 16 a Gg incluindo pristano e fitano. A
cromatografia foi realizada em um equipamento Thernnigan — Focus GC,
equipado com coluna RTX-5MS (30 m x 0,25 mm) e aetector de ionizagdo de
chama (FID). A integracao foi realizada para queadsres de HTP total considerassem
os resultados de HTP nas faixas de gasolina, qergosliesel e 6leo combustivel,
assim como a mistura complexa nao resolvida (MCiNRyromatograma.

Os extratos organicos foram obtidos de acordo conétodo USEPA 3550, que
utiliza ultrassom, com Diclorometano seco. A pulgasolvente para a concentracao foi

feita com fluxo de Nitrogénio.
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3.4.4. Elementos Quimicos

As concentragfes dos elementos quimicos Antim&kisénio, Bario, Berilio,
Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Ferro, Manganés, dllidRrata, Selénio, Vanadio e
Zinco foram determinadas por espectrometria p@anpéaindutivamente acoplado (ICP-
AES) de acordo com o método USEPA 6010C. O elemgotmico Mercurio foi
quantificado usando a técnica analitica de espeetrea de absorcdo atdmica (AAS)
com vapor frio, conforme método USEPA 7471B, amiedizadas em Laboratério

externo a UFRJ.

3.5. Andlises Bioldgicas
Foram realizadas analises microbiol6gicas dos nuoganismos através de
quantificacdes de Bactérias Aerdbias Heterotrof(8&E), Fungos Totais e Bactérias

Anaerodbias Heterotroficas (BAN) que estao descatssguir.

3.5.1. Bactérias AerObias Heterotroficas (BAE)

A avaliacdo da concentracdo de BAE foi realizadavats da técnica do Numero
Mais Provavel (NMP) (HARRISON JR., 1982). Para taha amostra inicial de solo
(10g) foi adicionada a 100 mL de uma solucéo figjmla (0,9% NaCl), e colocada sob
agitacdo em mesa oscilatoria termostatizada (TECNAI-420) a 150+1 RPM por 24
horas. Em seguida, a partir da suspensdo foranmanaegs subdiluicdes em solucdo
fisioldgica (0,9% NaCl), a fim de se obter fatodesdiluicdo 1/10 a 10/f0noculadas
em 9 mL de caldo nutriente cuja composi¢cado é aptada na Tabela 2. Os tubos foram
incubados a 371°C durante 48 horas, e apds este periodo o crsimfoi
contabilizado pelo método do numero mais provaMdliR) e os resultados expressos

em Cels.g de solo seco.
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Tabela 2.Composicao do meio Caldo Nutriente

Componentes g.L?
Peptona de Carne 10,0
Extrato de Carne (MERCK, 1.03979) 3,0
K.:HPO, (VETEC, cbd. 135) 1,0
NaCl (VETEC, cdd. 466) 8,5

*pH= 7,0; esterilizacdo a 0,5 atm por 20 min
Fonte: Silva, 2009

3.5.2. Fungos Totais
A quantificacdo de Fungos foi realizada pela tecpmur plate(APHA, 1992)
em meio de cultura Sabouraud cuja composicdo éeqeda na Tabela 3.

Tabela 3.Composi¢cao do meio Sabouraud

Componentes g.L?
Peptona de Carne (VETEC, céd. 5115) 10,0
Sacarose (VETEC, c6d. 228) 3,0
Agar (VETEC, 006) 20,0
NaCl (VETEC, cod. 466) 8,5

* pH = 6,0 ; Esterilizacdo a 110°C por 20 minutos
Fonte: Silva, 2009
Assim sendo, uma amostra inicial de solo (10 g)afticionada a 100 mL de
uma solucéo fisioldgica (0,9% NacCl), e colocada agiiacdo em mesa oscilatoria
termostatizada (TECNAL, TE-420) a 150+1 RPM poh@das. Em seguida, a partir da
suspensao foram preparadas diluicbes em solugatdiea (0,9% NaCl) variando de
10" a 10° e de cada diluicdo aliquotas de 1mL foram traitkfsrpara placas deetri
adicionando-se em seguida 20 mL do meio de cuBataouraud cuja composi¢do &
apresentada na Tabela 4. As placas foram incubaddg°C durante 7 dias, e 0s

resultados expressos em UFCde solo seco.
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3.5.3. Bactérias Anaerdbias Heterotroficas (BAN)

A contagem de Bactérias Anaerdbias HeterotrofiBag\() foi realizada através
da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) (HARRISORL, 1982), e os resultados
expressos em Cel$'gle solo seco. Para tanto, aliquotas de 1 mL deessdo (10 g de
solo/g de &gua destilada) foram distribuidas enscé® do tipo penicilina com
capacidade para 10 mL contendo 9 mL de solucaotaedicuja composicdo €
apresentada na Tabela 4, de modo a obter fatomituiigio de 13 a 10°. Em seguida,
uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi trandéempara frascos do tipo penicilina
contendo 9 mL de meio de cultura Fluido ao Tiodétm purgado com H cuja
composicdo é apresentada na Tabela 5. Os frastas fimcubados por 15 dias a
37+£1°C, e o crescimento avaliado visualmente pelatuento do meio.

Tabela 4.Composicédo da Solu¢cdo Redutora
Componentes Teor

Acido ascérbico (MERCK, 1.00127.0100) 0,18 g.L'*
Tioglicolado de Sédio (MERCK, 1.08191) 0,124 g.[*
Resazurina (VETEC, cod. 1277) ** 4,0 mL.L?
NaCl (VETEC, céd. 106) 8,5g.L"

*pH = 7,0 ; Esterilizacdo a 121°C por 15 minutos;
** Solucdo de Resazurina na concentracao de 0, QR5%
Fonte: Silva, 2009

Tabela 5.Composicao do meio Fluido ao Tioglicolato

Componentes Teor
Glicose (MERCK, 8342) 5,0g.L"
Peptona 4,0g.L"
Extrato de Levedura (MERCK, 1.03753) 1,0 g.Lt
Resazurina (VETEC, c6d. 1277) 4,0 mL.L*
NaCl (VETEC, céd. 106) 8,5¢g.L"

*pH = 7,0 ; Esterilizacdo a 110°C por 20 minutos
Fonte: Silva, 2009
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao do solo

As caracteristicas fisico-quimicas dos solos s&orda determinantes na
biodegradagéo de hidrocarbonetos, uma vez quenafelisetamente a atividade
metabodlica dos micro-organismos, pois esta intinmenerelacionada com a
disponibilidade dos contaminantes. A Tabela 6 moe8 resultados da distribuicdo

granulométrica do solo coletado para remediacatakaratorio

Tabela 6.Caracterizagcdo granulométrica do solo coletado

Parametro Resultados (%)
Argila 4,07
Silte 2,37
Areia muito fina 3,66
Areia media 30,1
Areia fina 45,9
Areia grossa 13,0

Areia muito grossa 0,707
Areia Total 93,3

Em ambientes onde a biodegradacdo é o principaepso de diminuicdo da
massa do contaminante, a granulometria do solonéiderado um dos parametros
importantes no bioprocesso. NEDWELL & GRAY (1987yraam, por exemplo, que,
solos com teores de argila proximos a 12%, podemtenas micro-organismos e
substratos dentro do espaco dos poros, favoreceradividade enzimatica. Por outro
lado, solos com texturas muito finas ou porosidadéo alta, podem né&o veicular um
suprimento de 4gua adequado, prejudicando a ag@migdoo-organismos (MOREIRA

& SIQUEIRA, 2006).
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No solo estudado, entretanto, hd a predominancipadiécula de areia, com
predominancia de areia fina, de menor porosidadea wez que solos arenosos
apresentam poros com diametro maior do que 1 ussa Esracteristica desse tipo de
solo favorece a transferéncia de massa entre as $dida, liquida e gasosa do solo
assim como 0s processos de transporte de matémeaeatmosfera e o substrato sélido.
Estes fatores permitem aumento da: 1- disponiliéd#e nutrientes, 2- dos aceptores de
eletros, especialmente, de oxigénio e, 3- da naistemtre micro-organismos e

hidrocarbonetos, favorecendo desta forma a biodagém (MARINet al, 2005).

A Tabela 7 apresenta os dados das concentracOesnadais no solo
contaminado.

Tabela 7.Metais detectados no solo contaminado
Contaminado

Parametro (mg.kg?h)
Aluminio Total 88,8
Arsénio Total 10,4
Cadmio Total 107,8
Chumbo Total 107,6
Cobre Total 97,3
Cromo Total 102,9
Ferro Total 101,9
Manganés Total 103,2
Fosforo Total 104,0
Niquel Total 106,8
Prata Total 47,9
Selénio Total 9,87
Vanadio Total 101,3
Zinco Total 109,2
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Sabe-se que muitos metais pesados sdo téxicos @ps-organismos, no
entanto nas concentracdes observadas ndo se esfpdm inibitério aos micro-
organismos.

O solo em questao apresenta altas concentraco@ls &e e Mn, condizentes
com os resultados da analise granulométrica jlogudiossilicatos sdo compostos ricos
em Oxidos Al e Fe. Com base nos resultados amaitia Tabela 7 pode-se ainda
verificar altas concentragdes de outros metaisdoss&@omo por exemplo, Ni, Pb e Cd,
que podem estar relacionadas a composicawmadigrounddo solo local ou mesmo a
contaminagdo com residuos ou efluentes industriais.

Considerando que os solos podem, sem a interfarénghana, conter metais
pesados, o valor deackgroundtambém é conhecido como Valor Orientador de
Referéncia de Qualidade (VRQ). No Brasil, a nedesig de estabelecimento dos VRQ
para as investigacGes ambientais esta expliciResalucido CONAMA R 420, de 28
de dezembro de 2009. Em Angola, este tipo de &gfisl ndo existe, e por iSso nao
pode ser abordada neste trabalho.

O VRQ é baseado na avaliagdo dos teores naturaisiéftais pesados nos solos,
sem a influéncia de atividade humana. Para a ¢abndo VRQ, a distribuicdo dos
dados de uma populacdo de amostras € normalizagia geral, se excluem dados
anomalos da populagéo. Esta normalizacdo dos damtles basear-se na exclusédo em
percentil (geralmente 90 e 95 percentil) e quadiberior (75 percentil) dos valores
observados (CETESB, 2005), sendo esta a sugest&estducdo CONAMA acima
mencionada.

Dado que os metais pesados podem estar presesteslas de varias maneiras,
por exemplo: forma ibnica, hidratos e 6xidos; ohmmimento da dindmica de metais

nos solos possibilita a utilizacdo de praticas gadoras mais eficientes de forma a
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gerenciar a disponibilidade destes elementos gofrddiiota, e, por conseguinte, a sua
toxicidade. Para determinar as formas com que daisnestdo presentes no solo sao
requeridas andlises mineralégicas e fisico-quinavascadas, e.g. especiacao via ICP-
MS (do inglésinductively Coupled Plasma Mass Spectrometigue ndo foram
executadas considerando o0s recursos disponiveidimigagcdo de tempo e a
complexidade inerente a especiacdo. A especiacamadgemento quimico nos solos é
controlada pela atividade ibnica da solugéo, psenconcentracdo de outros ions ou
outras moléculas com os quais formam complexosedAll et al., 2005), potencial
redox e pH do solo.

Além dos metais listados na Tabela 7, foi feitaltdém a determinagcédo de
mercurio total (USEPA 7471B), um metaldide de réemida toxicidade a maioria dos
seres vivos. O teor de Nitrogénio também foi gdi@atio, dada a sua importancia
como macronutriente (OLIVEIRA, 2001). Os resultadas determinagfes de Hg e de
N nos solos estdo listados na Tabela 8. De acavdoas resultados obtidos, o solo
estudado apresentou uma quantidade muito baixa @& d¢ Hg, que corrobora a
hipotese da alta concentracdo de metais pesadgosresicionada abackgroundocal

ou contaminacgao por RSI ou efluente industrial.

Tabela 8.Quantidades de Mercurio e Nitrogénio no solo aoiriado

Parametro mg.kg™
Mercurio Total 0,985
Nitrogénio 66,3

O baixo teor de N pode ser um fator limitante, espmente quando o
contaminante atua como fonte de carbono (ROLING ANWERSEVELD, 2002),

como no caso de solos impactados com 0leo crueades de petroleo.
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No solo ndo contaminado, os teores de HTP e delBdaestavam abaixo do

limite de quantificacdo, a saber, 40 m@'kg0,5 mg do HPA.K§ respectivamente.

O teor de HTP no solo contaminado amostrado em landoi de,
aproximadamente, 21.500 mgkgsendo quantificada uma mistura complexa n&o
resolvida (MCNR) no cromatograma (Figura 5), deoajpnadamente 14.000 mgkg
Este é um indicativo do intemperismo do 6leo no sstudado. O afastamento da linha

de base do cromatograma corrobora a alegacaoetopetismo.
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Figura 5. Cromatograma obtido do extrato do solo contamimedmicio do
experimento (zero hora)

Sabe-se que as estruturas quimicas dos contangnafitenciam diretamente a
biodegradacédo destes compostos (DEL’ARCO, 1999VEBIRA, 2001). Além disso,
também é reportado na literatura que o intemperisito® componentes do Oleo
incrementa a dificuldade da sua biodegradacao.dade et al (2005) definem
intemperismo como o resultado de processos bia@égmuimicos e fisicos que podem

afetar o tipo de hidrocarbonetos que permanecesoloo Estes processos incrementam
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a absorcé@o de contaminantes organicos hidrofolieomatriz do solo, diminuindo a
taxa e a extensao da biodegradacéo, por restapemg passar do tempo, 0S compostos
cuja biodegradacéo € menos favorecida.

A analise da Figura 5 permite ainda verificar, sémgia de picos em dupletes, e
gue existe a predominancia de HTP na faixa do diesel, ou seja, HTP-DRMi{esel
Range Organics, DRO =4 Gyg), indicando se tratar de contaminagdo por 6leo cru
leve ou médio.

Na Tabela 9, estdo apresentados os teores dos Apiitiitarios listados pelo
USEPA, no solo impactado do local. No solo ndo amimado, todos os teores
apresentaram-se abaixo dos limites de quantificacéo

Com base na Tabela 9, é possivel notar que o s@supcontaminagdo por
HPA, reconhecidos pela toxicidade e recalcitra(®SCONCELOSet al, 2011). Os
HPAs com maiores concentragdes sao o FenantrenAngraceno, em proporcdes de,
aproximadamente 7:1 e 10:1, respectivamente, cdata® aos demais HPA. O
fenantreno € um HPA com trés anéis aromaticos cwad®s, com k, alto, 4,6, e por
estes motivos é considerado um HPA de baixa maskecutar (VASCONCELOS!t al
2011). A toxicidade dos HPA é bastante reportaditeratura (VASCONCELOSt al
2011) e o Fenantreno é considerado um compostogénita, cuja genotoxicidade é
limitada a alguns individuos (NETTé&X al, 2000). O seu carater lipofilico permite que
este composto possa ser absorvido pela pele, aéarcabsorvido por ingestdo ou por
inalacdo, sendo rapidamente distribuido pelo osgami(NETTOet al, 2000). Quanto
ao Antraceno, os estudos de toxicidade ndo sacent®s para suportar a afirmacéo de

carater mutagénico e carcinogénico.
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Tabela 9.Concentracao dos 16 HPA prioritarios da USEPAaio sontaminado

Parametro

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benzo(a)antraceno
Criseno

Benzo(b)fluoranteno
Benzo(K)fluoranteno

Benzo(a)pireno

HPA inicial (mg.kg™)
<1035
<1035
<1035
1200,5
69958,0
102698,5
<1035
15072
<1035
18114,5
<1035

<1035

<1035

Indeno(1,2,3-cd)pireno <1035
Dibenzo(a,h)antracenc <1035

Benzo(g,h,i)perileno

<1035

Considerando

todo o conjunto de

resultados até aagexpostos, a

biorremediagédo do solo em estudo € um processolermp envolve compostos que

podem trazer danos a saude humana, justificanddifasentes abordagens para o

biotratamento propostas.

4.2. Biorremedic¢ao do solo contaminadm natura

Durante os testes foi observada uma variacdo dpetaura ambiente entre

19°C e 21°C segundo o Instituto Nacional de Peaqutspaciais (INPE, 2011), que se

encontra dentro da faixa considerada 6tima padebi@dacédo de hidrocarbonetos.
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A umidade permaneceu entre 15,12 a 17,51%. Dispiaaib adequados
contetdo de agua aos solos compde uma das ac@esdais a biorremediagdo, pois a
agua veicula nutrientes e micro-organismos, alémpadssibilitar a dispersdo dos
excretos celulares ao meio, favorecendo, dessaafoamatividade da microbiota
(ALEXANDER, 1999).

Em 90 dias de processo, a remocao do HTP foi dg @p#oximadamente, que
pode ser considerado uma reducdo boa, maioresesalodio foram alcancados
provavelmente devido a alta concentracdo dos comsames e toxicidade. A Figura 6
apresenta o cromatograma do extrato do solo alod@sée experimento.

A andlise da Figura 6 permite evidenciar proemimehtvacao da linha de base
do cromatograma além de, ao se comparar com aaFfguse notar uma reducdo na
quantidade dos picos definidos, que demonstramgsadacdo dos hidrocarbonetos
alifaticos do contaminante. Cabe destacar quexa f#& tempo onde a maior parte dos
picos eluem indica permanéncia de hidrocarbonatdaina do TPH-OROQil Range
Organics,0RO0 = G a Cy), ou seja, na faixa dos lubrificantes. Desta forfica,clara a

remanescéncia de compostos de maior massa molecular
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Figura 6. Cromatograma obtido do extrato do simlmaturano final do experimento de
biorremediacao
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A mistura complexa néo resolvida (MCNR) passoumesentar 1/3 do HTP
total do solo e, juntamente com a auséncia deaposg fitano, reforcam a hipdtese de
biodegradacéo.

A remocéo dos 16 HPA monitorados foi de, aproximaetgte 16%, assim pode-
se deduzir que houve remocado preferencial dos dadoonetos alifaticos em relagéo
aos aromaticos, corroborando os resultados de i@live de Franca (2005) e de
Vasconceloset al (2011) que trabalharam com alternativas de Himesd na
degradacédo de hidrocarbonetos de petréleo.

Para suportar as alegacdes de biodegradacdo dgmstos organicos, foram
monitoradas as concentracdes de bactérias e fumogaso, conforme Figura 7 a 9.

Pode-se verificar nas Figuras 7 e 8 que a conggittrde bactérias aerdbias e
anaerobias cresceu até o periodo de 45 dias, qsendentificou a maior concentracao
de bactérias, permanecendo na faixa de Cels.g', até 90 dias de processo. Assim,
dado o processo de revolvimento e aeragdo, juntameom os resultados da
granulometria do solo, pode-se inferir que as bast@uantificadas como anaerdbias
podem ser, na realidade, facultativas, pois forapazes de sobreviver nas condi¢bes

de aerobiose aplicadas.
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Figura 7. Evolucdo Bactérias Aerdbias Heterotréficas Tadaisinte a Biorremediagéo
do solo contaminaddy natura

48



Biorremediagéo de solo contaminado com éleo cru... Muteca, F.L.L.

1,00E+12 -
1,00E+11 -
1,00E+10 -
1,00E+09 -
o 1,00E+08 -
% 1,00E+07 A
3 1,00E+06 A
2 1,00E+05 |
O 1,00E+04 A
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 A : ‘ : : :
0 15 30 45 60 75 90
Tempo(dias)
Figura 8. Evolucao Bactérias Anaerdbias Heterotroficas Balarante a
Biorremediacao do solo contaminadonatura
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Figura 9. Evolucédo de Fungos Totais durante a Biorremedidg&mlo
contaminadoin natura
OLIVEIRA (2001) reporta que tanto bactérias aerslgaanto as anaerébias ou
as facultativas sdo capazes de degradar hidrocatdsonNo entanto, o processo de
degradacédo desta fonte de carbono difere para sadalestes grupos, sendo as
linhagens aerdbias mais ageis, dado o metabolismmouga 0 oxigénio como aceptor
final de elétrons e a maior producdo de biomassa jgor ser descendente, esta mais

adaptada, e mais habil na biodegradacao que sedscassores.
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Na Figura 9 é possivel verificar que a concentratgifungos totais cresceu até
o periodo de 30 dias, quando se identificou a mamncentracdo de fungos,
permanecendo na faixa de*10.F.C.g", até 90 dias de processo.

A Figura 10 revela o aspecto de preparacdes copmlasmétodo de Gram de
uma suspensdo do solo, num aumento de mil vezde-deovisualizar a abundancia de
grupos microbianos no solo em estudo. Dentre taipog microbianos € possivel
observar a presenca de bastonetes Gram-positigdsrpmantemente, indicando, mais
uma vez, que a remocado pode ter sido majoritarilenexecutada por micro-

organismos.

Figura 10. Aspecto microscépico das células de micro-orgaosscrescidas durante os
experimentos (coloracdo pelo método de Gram; awni€y0x)

Semelhante ao acontecido com as bactérias, a doag@m de fungos também

cresceu apos inicio dos testes. No entanto, aloesg® valor maximo em 30 dias de

processo, permanecendo na faixa dé WOF.C.g" até 90 dias de processo.
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A Figura 11 apresenta 0 aspecto macroscopico desciorentos dos Fungos
crescidos em Gelose Sabouraud em placas de Petarppo de tratamento de 60 dias.
As aliquotas de solos foram tomadas em 60 diade-p® observar a abundancia de
fungos e de esporos de cor marrom. Fungos compmeenmna classe de micro-
organismos bastante importante na biodegradagaocaiepostos recalcitrantes

(SUTHERLAND, 1992).

Figura 11. Aspecto macroscopico dos crescimentos dos Fungesidos em Gelose

Sabouraud, a partir dos experimentos com 60 diagsabesso.

MPHEKGO & CLOETE (2004) reportam que a populacéa dversidade da
microbiota sdo informacfes importantes para avalipotencial de biorremediacdo de
um solo, assim, com base nos resultados obtidoso atéomento, acredita-se no
potencial do bioprocesso para remedicdo do soladadb, impulsionando, assim, a

busca de outras alternativas de processo parahemaetla biorremediacéo.
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0 dias e 90 dias




A Figura 13 apresenta o cromatograma do extrag@noco do solo nos testes de
biorremediagéo conduzidos na mistura a 17% de &elagntre a massa de solo

contaminado e ndo contaminado. Pode-se verifiGus&ncia quase que completa de
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Cabe destacar que, os reatores passaram pelaaté&mibioaumento e, para
tanto, foi utilizada como fonte de micro-organisendgua da Baia de Guanabara - um
recurso natural com historico de contaminacao etmdfeo e derivados de petroleo e
gque pode conter linhagens bacterianas adaptadastaacksse de contaminantes
(OLIVEIRA, 2001).

A analise do perfil de concentracdo das BAN, Fidilsapermite verificar que a
populacdo de BAE apresentou o seu ponto de maximaroximadamente, 60 dias de
processo, aproximadamente,” Xels.g* de solo. Isto foi observado independente da
concentracdo inicial de hidrocarbonetos. DurantQ@sdias de monitoramento nao
foram verificadas alteracbes na concentracdo detias anaerdbias heterotroficas.
Este comportamento foi interpretado como efeito bdmaumento com microbiota
adaptada aos contaminantes.

Os Fungos tiveram a maxima taxa de crescimento @mdi&s de processo,
guando a concentracao deste grupo de micro-orgasismmentou significativamente
em 15 dias, ndo sendo observadas alteracfes nmes/ale concentracdo apds este

periodo de tempo, e a concentracdo permaneceuea ae 18 U.F.C.g".
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